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I. INTR,DUCTION 
La production de poissons en pisciculture se dbveloppe activement depuis quelques 
decennies et fait de plus en plus appel aux méthodes d'amblioration empruntees B la 
zootechnie. 
Les problemes que rencontre le pisciculteur (essentiellement Salmoniculture en France) 
sont nombreux et classiques de tous les types d'blevages et portent sur la pathologie, 
l'alimentation et  la reproduction. L'un des problemes les plus specifiques est le caractere 
tres saisonnier de la reproduction qui rend difficile un approvisionnement regulier du marché. 
II est donc fort utile de maitriser l'époque de reproduction et il existe differentes approches 
pour étaler la production de juveniles au cours de I'annee. On peut deplacer l'époque de la 
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Le present travail porte sur la  cryoconservation du sperme, qui presente d'autre part 
des applications plus ponctuelles ; elle facilite les operations d'insemination artificielle 
et autorise des croisements ou hybridations d'animaux geographiquement eloignes ou dont 
l'époque de reproduction est differente. 
Les informations bibliographiques portant sur la congelation du sperme de poisson 
sont relativement limitees et concernent surtout les Saimonides, le Brochet, la Carpe et 
quelques especes de poissons marins. 
Pour les Salmonides, malgre de nombreux travaux, la litterature depeint une 
situation qui reste confuse. HOYLE e t  IDLER (19%), puis TRUSCOTr et IDLER (1959) 
obtiennent un succes tres partiel apres congelation du sperme de Saumon atlantique, 
respectivement 12 et 19 yo de fecondation : GRAYBILL et HORTON (1939) obtiennent egale- 
ment un succes limité chez la Truite arc-en-ciel (18%). OTT et OHTON (1971 a, b) rap- 
portent de bons resultats chez le Saumon chinook, le Saumon coho et la Trulte arc-en-ciel 
(59 YO) : neanmoins, la quantite de sperme utilisee lors de I'insemination reste elevee, et, 
pour la Truite, leur methode de congelation reprise dans de nombreux laboratoires ne 
s'est pas revelee tres performante (BILLARD, non publie). 
Plus recemment, SlEIN et al. (1978) congelent avec succes le sperme de Truite 
arc-en-ciel (80 yo) et fario (70 yo) alors que STOSS et al. (1978) obtiennent des resultats 
tres variables selon les msles (2 8 80 yo) et seulement 31 ?AQ de fécondation avec la tech- 
nique de STEIN.. Enfin, MOUNIB (1978) annonce 80 % de fecondation apres congelation du 
sperme de Saumon et ERDAHt et GRAHAM (1978) proclament avoir obtenu 9 0 %  de 
fecondation chez la Truite arc-en-ciel (il est cependant regrettable que la nature du dilueur 
de congelation employe n'ait pas éte mentionnee dans la publication). 
Pour le Brochet, seules deux etudes ont ete realisees : STEIN (1978) obtient 
25% de fecondation et DE MONTALEMBERT et al. (1977), en utilisant le meme dilueur 
de congelation, obtiennent de bons resultats avec un melange de sperme (50 %) mais des 
resultats variables avec des echantillons individuels (O a 68 yo). 
Pour la Carpe, le seul v&itable succes est rapporte par MOCZARSKI (1977) 
qui obtient 50% de fecondation. STEIN (1978). malgré une importante motilite du sperme 
au dégel, ne peut obtenir de fecondations. De son cbtb BILLARD (non publie) n'obtient pas 
plus de 20 yo de fécondation apres decongelation. 
D'une manibe generale, la non reproductibilite des resultats obtenus pour différents 
individus d'une meme espece, les succès souvent partiels et I'imprecision des conditione 
experimentales de certains comptes rendus (quantité de sperme utiliske lors de I'insemi- 
nation, nature des dilueurs de congelation et de decongelation) ne permettent pas de 
conclure a l'existence d'une technique de congelation du sperme satisfaisante pour ces 
espèces d'eau douce. 
L'objectif du présent travail realise chez la truite arc-en-ciel a ête de definir une 
technique de congelation simple et fiable, applicable sur le terrain. L'experimentation a 
porté sur le complexe dilueur f cryoprotecteur et les vitesses de congelation et de de- 
congélation. La variabilite inter-mäles dans I'aptitude du sperme a la congelation a et6 
prise en consideration. Les critères d'appreciation de la qualite du sperme apres degel 
ont ete la motilite, le pouvoir fecondant, ainsi que la survie durant le developpement em- 
bryonnaire et la résorption vitelline. Une partie de ce travail a deja Fait I'objet d'une 
presentation (LEGENDRE et BILLARD, 1980). 
II. MATERIEL ET MITHODES 
1) Materiel animal et prelevement des gamètes 
Cexperimentation a eu lieu en decembre 1978. janvier et fevrier 1979. Les géniteurs 
ages da 2 5 3 ans. fournis par des piscicultures privees, ont ete stockes au laboratoire a 
une temperature variant entre 6 et 12°C. 
i "  
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Les mâles, entrés en pleine spermiation au debut de decembre. sont preleves au 
nasard dans un lot dune trentaine d'individus, ceux-ci, a jeun depuis au moins 48 h sont 
anesthesies au phenoxyethanol (MERK) (0.3 ml/l). La papille genitale est sechee et le 
sperme emis par pression abdominale est recueilli dans des tubes a hemolyse places dans 
la glace fondante puis stockes sur une paillasse refrigerêe (4O C). 
Les echantillons contaminés par de l'urine ou des feces sont elimines, et seuls sont 
definitivement gardes pour des essais de congelation ceux presentant une forte motilite 
(4 : cf. tableau 4). Selon les cas, un pool est constitué par melange du sperme de plusieurs 
males (3 a 4) de façon a limiter l'influence d'un mauvais sperme et pour disposer d'une 
quantite de materiel plus importante. 
La concentration en spermatozoïdes des differents spermes utilises, est determinee 
a posteriori par comptage sur hematimetre apres dilution au 1/2000"" dans une solution 
saline I 8 %o. 
Les ovules sont preleves par massage abdominal sur des femelles ayant ovule 
recemment (moins de 8 jours) et les pontes présentant des signes de vieillissement (ovules 
vitellus heterogene ou polarise) sont rejetries (lors dune insemination realisee en aoSt. 
de tels ovules, seuls disponibles, ont cependant et& utilises). Un pool d'ovules provenant 
d'au minimum 4 femelles est toujours constitue pour les tests de fecondation. de façon a 
uniformiser l'effet femelle. 
2) Congélation 
DILUEURS DE CONGELATION 
Deux milieux seuls ou en association ont servi de base i~ la recherche dun dilueur 
de cong8latlon. 
- Milieu de MOUNIB : 
Ce milieu est derive d'un dilueur erperimente pour la congelation des enzymes de 
metabolisation du Co, des spermatozoïdes (MOUNIB et al.. 1968: MOUNIB. 1974). II a 
permis de congeler avec succes le sperme de Saumon (80% de fecondation) et de 
Morue (59,4 yo) (MOUNIB. 1978). Sa composition est donnee dans le tableau 1. 
Tableau 1 : Composition du dilueur de MOUNIB (mM/l). 
. Sucrose ............................................ 125 
Gluthation reduit .................................... 6.5 
Bicarbonate de potassium ............................ 100 
pH ................................................ 7,57 
- Milieu MENEZO INRA B, 
Ce milieu, initialement conçu pour des cultures cellulaires (MENEZO, 1976), s'est 
kgalement avere un dilueur efficace lors de la congelation du sperme de poissons marins 
(MAUVIOT et BILLARD, non publié), mais a donne des resultats heterogenes dans un 
debut d'expérimentation chez la Truite (BILLARD, 1979). 
Une caracteristique du dilueur de congelation est de maintenir les spermatozoïdes 
immobiles. En effet, la duree de motilite des speqnatozoides de Salmonides qui intervient 
apre6 addition d'eau ou de dilueur d'insemination (DIA 532) est breve, entre 30 et 60 
secondes, apres quoi le pouvoir Ncondant est irréversiblement perdu. II est donc imperatif 
de maintenir l'etat immobile qui caractérise le sperme pur. jusqu'a la decongelation et 
- 14 - 
l'insémination. L'immobilité est assurée par le K, CO, et le sucrose dans le dilueur MOUNIB 
et particulierment par le KCI dans le milieu MENEZO. 
Dans un souci d'amelioration, des composés organiques ont ete additionnés au dilueur 
essentiellement mineral de MOUNIB : 
- La -Bovine Serum albumine @SA) (SIGMA - grade v] dont l'action favorable 
a deja eté reconnue lors de .la congélation du sperme de Bar (MAUVIOT et BILLARD. 
non publie) et de certains Mammifkes dont le Vérat (PAQUIGNON. communication per- 
sonnelle). 
- Le jaune d'œuf qui a ete couramment utilise pour la congelation du sperme 
de Mammifbres et a également permis de bons résultats chez les Poissons (On et HORTON, 
1971 b. STEIN, 1978). 
Au total, 7 combinaisons ont eté utilisees (tableau 2). 
Tableau 2 : Dilueurt testh et abriviations. 
.............................. MENEZO INRA B, 4 
MOUNIB ...................................... M 
MOUNIB + jaune d'œuf ........................ MW 
MOUNIB f Bovine Serum Albumine . . . . . . . . . . . .  MBSA 
MOUNIB + Bovine Serum albumine + jaune d'œuf MBSAW 
MOUNIB + MENEZO + jaune dœuf . . . . . . . . . . . .  MB,W 
.......................... MOUNIB + MENEZO MB, 
La BSA (Sigma fraction V) est ajoutee aux dilueurs a raison de 10 mg/ml. 
Le jaune d'œuf (jaune d'œuf au tellurite du potassium : Institut Pasteur) est ajoute a une 
concentration de 10 y, Vol[Vol total (avec cryoprotecteur). 
Le melange M 4  est effectue dans la proportion de 1 (vol/vol). 
LE CRYOPROTECTEUR 
Le Diméthylsufoxide (DMSO) utilise invariablement a la concentration de 10 
(vol./vol. total) a éte choisi pour deux raisons essentielles : 
- au cours de tests comparatifs chez le  Saumon et la Truite, il s'est .revel1 plus 
efficace que le glycerol, I'ethyléne glycol ou le polyvinyl pyrolidone (TRUSCOm et d.. 
1968: OTT et HORTON. 1971 b) ou equivalent a I'éthylene glycol (ERDAHL et GRA- 
HAM, 1978). 
Sa penktration rapide dans les cellules (MERYMAN. 1971) permet de limiter la 
duree &equilibration, rapidement nefaste dans le cas du sperme de Bar (BILLARD et 
DUPONT. 1975). et de proceder avec succbs a la congélation sans equilibration, immé- 
diatement aprbs dilution du sperme (STOSS. 1978 : MOUNIB. 1978). 
. 
* 
DILUTION DU SPERME AVANT CONGELATION 
Le dilueur de MOUNIB. peu stable, est prepare avant chaque essai. Le DMSO et 
le jaune d'œuf sont ajoutes au dilueur de congelation. immediatement avant pélange 
sperme-dilueur. realise lorsque leur temperature respective est equilibree 4' C. 
Pour chaque dilueur. trois taux de dilution du sperme sont testes : 
volume de sperme 
111. 1/3. 1/9 : 
volume de dilueur (avec DMSO) 
' . Les concentrations finales en 
DMSO, BSA et jaune d'œuf apres dilution du sperme. sont exprhnées dans le tableau 3 pour 
chaque dilueur et dllutlon. 
Tableau 9 : Concentration finale apres dilution du sperme en DMSO, jaune d'œuf et ESA pour les differents dilueurs de congelation testds. 
8, 
l/l 1/3 119 
DMSO (%I 5 7.5 9 
8SA (Mglml) 4.5 6.75 8.1 
Jaune d'œid (yo) 
M M-8, MBSA M W  MB,W MBSAW - 
l/l 113 1/9 l/l 1/3 I/9 l!I 113 119 111 1/3 1/9 1/1 113 1/9 111 1/3 1/9 
5 7.5 9 5 7.5 9 5 7.5 9 5 7.5 9 5 75 9 5 7 5  9 
2.25 3.37 4.05 4.5 6.75 8.1 2 3 3.6 1 6 7.2 
5 7.5 9 5 75 9 5 7.5 o 
I 
- 16 - 
PROCEDURE DE CONGELATION 
Deux procedures de congélation ont eté employées (fig. 1) en mettant en œuvre 




a2 I n 
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Figure 1 : Schema recapitulatif des operations pour la congelation du sperme chez la 
truite Arc-en-ciel. 
La procedure de congelation debute immédiatement apres l'addition au sperme 
pur (1) du dilueur + cryoprotecteur (2). 
Deux methodes sont utilisees : 
A) Congélation en pellets de 100 .al sur des plaquettes de carboglace (A,) : 
groupes par lots expérimentaux dans des tubes B hémolyse (A:) les pellets 
sont stockés gräce B un canister immergé dans l'azote liquide (C). 
6) Congelation dans des vapeurs d'azote liquide (BI)  apres une rapide repar- 
tition du sperme dilué en paillettes de 250 ,,l. La vitesse de congélation, 
contrblke par un enregistreur de température (B,) est maintenue constante par 
abaissement progressif (a l'aide d'une cremaill6re (6,) du plateau (BJ sup- 
portant les paillettes; a -30°C celui-ci est immerge dans l'azote (EJ. Le 
stockage est identique B celui des pellets (C). 
a Congélation en pellets (carboglace) 
La congelation du sperme en pellets est realisee selon la technique de NAGASE 
(19%) : l'aide d'une micropipette (Gilson P200) des gouttes de 100 pl de sperme dilue 
sont simplement deposées dans de petites dépressions pratiquées a la surface d'une 
plaquette de carboglace (-79O C). La vitesse de congelation n'a pas e!é mesurée, mais 
on sait au'elle n'est pas uniforme en tous points du pellet (LIGHTFOOT et al.. 1959). 
O Congelation en paillettes (azote liquide) 
Le sperme dilué est rapidement reparti en paillettes de 250 pl, celles-ci sont dis- 
posees horizontalement sur un plateau parallele a la surface de l'azote liquide, selon la 
technique proposee par DUPONT (1 976). Cabaissement progressif du plateau permet de 
maintenir constante la vitesse de congelation choisie : celle-ci est contralee grlce A une 
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thermosonde glissée dans l'une des paillettes (contenant le dilueur + le cryoprotecteur) 
et reliee a un enregistreur de temperature. Lorsque la temperature, qui ainsi mesuree reste 
proche de celle du sperme, atteint - 3 O O  C. le plateau supportant les paillettes est im- 
merge dans l'azote liquide (- 196' C). 
STOCKAGE DU SPERME CONGELE 
Une fois congele, les pellets sont rapidement groupes par lots experimentaux dans 
des tubes a hemolyse prealablement refroidis par contact avec la carboglace. places en 
canister puis immediatement immerges dans l'azote liquide. Les paillettes sont Bgalement 
placees en canister et transferees dans une bonbonne de stockage (fig. 1). Le niveau 
d'azote liquide dans la bonbonne est regulierement complete (tous les 15 jours). 
3) Dicongdation 
Les pellets sont fondus en une dizaine de secondes, directement en presence des 
ovules, par agitation dans le dilueur d'insemination artificielle (DIA 532) generaloment 
utilise a temperature ambiante (loo C). L'influence de vitesses supèrieures de decongelation 
a et8 testée en utilisant le DIA 532 a des temperatures plus elevees (15. 20. 25°C). Le 
sperme contenu dans les paillettes est amene B I'etat liquide a7res un passage de 15 se- 
condes dans un bain-marie à 25O C. 
4) Criteres de survie des spermatozoïdes apres congelation 
0 LA MOTILITE 
L'intensite et la duree de motilite sont appreciees. 










Tous les spermatozoïdes se deplacent vigoureusement : impossible de 
fixer la vue sur aucun d'entre eux. 
La majorite des spermatozoïdes se deplace encore rapidement : seuls 
quelques-uns sont visibles du fait de leur d6placoment plus lent. 
Les spermatozoïdes presentent trois comportements (en nombre egal) : 
- soit ils se deplacent vigoureusement, 
- soit ils se déplacent lentement. 
- soit ils sont immobiles. 
Peu de spermatozoïdes se deplacent rapidement : quelques-uns se dè- 
plz~cc% lentement. La majoritb des spermatozoïdes est immobile. 
Seuls quelques spermatozoïdes ont une Iegere agitation. 
T9us les spermatozoïdes sont immobiles. 
. .  . .  
'- 
I .  
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La mesure de I'intensite de motilite est systematiquement effectuee et apres ob- 
servation des spermatozoides au microscope a contraste de phase (X 100). une note 
arbitraire de O a 5 est donnee selon I'echelle presentee dans le tableau 4. Apres de- 
congélation, du fait des faibles intensites observees, des degres intermediaires sont em- 
ployes ; ces degrés correspondent aux notes de I'echelle precedente affectees d'un coef- 
ficient - ou +. Par exemple, I'echelon O + est utilise lorsque O a 2 spermatozoides en 
mouvement sont visibles par champs. 
La durée de motilité initiale a egalement ete mesurée. Elle se definit par le temps 
ecoule entre l'addition du DIA 532 au sperme et le moment ob I'intensite de mouvement 
chute brutalement (CARPENTIER, 1977). 
O LE POUVOIR -FECONDANT 
Pour chaque lot experimental, environ 200 ovules places dans une boite seche sont 
mis en presence de 1Oml de DIA 532 (solution saline tamponnee a pH 9, BILLARD, 1977), 
et d'un volume de 10 ou l0Op.I de sperme a tester (dilution respective de lo-', lo-'). 
Le cas écheant. le volume de sperme a I'insemination est corrige pour tenir compte de la 
dilution de congelation (technique de double dilution, BILLARD et al.. 1974). Apres une 
agitation rapide. les ovules sont laisses au repos 15 minutes. puis sont transferes dans des 
incubateurs places en eau recyclee. epuree, saturee en oxygene et thermoregulee a 
10" C (PETIT. 1973). 
Les œufs sont tries et denombres apres une duree d'incubation de 10 ou 30 jours 
(100 ou 300 degres-jours) : - a 100 degres-jours, les embryons sont visibles apres 
eclaircissement dans une solution de Stockard (5 vol. de formol, 6 vol. de glycerol. 4 vol. 
d'acide acetique pour 85 vol. d'eau); - a 300 degres-jours, peu avant I'eclosion (320 a 
350 degres-jours), aucun eclaircissement n'est necessaire, les œufs embryonnes. alors 
au stade œille. sont aisement identifiables. 
0 L'ASPECT NORMAL DU DEVELOPPEMENT EMBRYONNAIRE ET LARVAIRE 
L'aspect normal des populations obtenues a partir de sperme congele est evatue 
par leur taux de mortalite et I'observation deventuelles anomalies de developpement. La 
mortalite des embryons en fin de développement embryonnaire et a I'eclosion est definie 
par le pourcentage declosion : X 100. Le comptage des œufs œilles 
est pratique a 300 degres-jours, dans une coupelle reposant sur de la glace fondante : ceux- 
ci. separes des ovules non fecondes, sont ensuite reincubes. Un nouveau comptage est 
effectue a p r b  eclosion et les alevins sont alors places dans des bacs spacieux en eau 
recyclée a 10-12O C. 
Nb. d'œufs œilles 
Nb. d'éclos 
Durant la période de resorbtion vitelline, les morts sont denombres regulierement et 
x 100. 
Nb. de morts 
Nb. d'alevins initial 
enleves des bacs. Le pourcentage de mortalite s'exprime par : 
5) MBthodes statistiques 
Les durées de motilité sont comparées par la methode des couples fl Student). 
La comparaison des pourcentages de fecondation est realisee grdce a differents tests 
statistiques adaptes B chaque situation experimentale : test X2. test t. analyse de variance 
B deux facteurs. Pour l'analyse de variance, une transformation des donnees en arc sinus 
etait effectuee lorsqu'elle était jugee necessaire pour stabiliser la variance residuelle. et 
lorsqu'elle concluait B une difference significative, on recherchait les lots experimentaux 
homogenes par le test de Duncan. Dans certains cas. pour tester la signification des 
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111. RESULTATS 
1) Influence de la nature du dilueur de congélation sur la motilite des spermatozoides 
On constate (tableau 5) que avant congelation et sans DIA, seul le dilueur Bz 
I 
Tableau 5 : Influence de la nature du dilueur de congelation sur la motilite des spermato- 
roides. Le sperme pur + DIA presente toujours une motilite de 4. 
Avant congêlation Apres congelation 
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confere aux spermaiozoides une legere motilité. Avec DIA, la motilite observee est 
identique a celle du sperme pur. Apres congelation (en pellets) et sans DIA, la motilite 
est pratiquement nulle pour tous les dilueurs: avec dilution par le DIA, la motilite reste 
faible et voisine pour tous les dilueurs, avec toutefois des resultats Iegerement inferieurs 
pour le B2. Cependant, bien que le nombre de spermatozoïdes en mouvement soit reduit 
après congelation. ceux-ci presentent un mouvement rapide et rectiligne. On remarque par 
ailleurs que des dilutions plus fortes (1/3 ou 1/9) sont plus favorables. 
La comparaison des durees de motilite initiales n'a pas revele de differences entre 
le sperme pur et le sperme dilue, stimule par le DIA avant congelation. De même. la 
comparaison des durees de motilite du sperme avant et apres congelation n'a pas fait 
apparaitre de diffirences. mais ces durees n'ont ete mesurees que pour M 113. 
2) Influence de la nature du dilueur de congelation sur le pouvoir fecondant des 
spermatozoïdes 
Tous les résultats presmtes ci-dessous correspondent a une dilution d'insemination 
au 1/100. 
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O COMPARAISON DES DILUEURS M et B, (tableau 6) 
La comparaison des pourcentages de fecondation ob:enus montre que le milieu 8: 
donne des résultats tres inferieurs a ceux obtenus avec le Mounib (P < 0,001). Le milieu B2 
seul n'a donc pas ete retenu comme dilueur de congélation du sperme de truite. 




2,4 I 71.4 I 31.4 
I I 
O I 31,6 I 12.7 
93.7 
O COMPARAISON DES DILUEURS M - MBSA - MB, AVEC OU SANS JAUNE 
D'CEUF 
Les résultats sont présentes dans la figure 2. 
Une comparaison, dilution par dilution, des pourcentages de fecondation moyens 
obtenus pour chacun des dilueurs montre que les trois dilueurs sans jaune d'œuf ne pre- 
sentent pas de differences (test t). La comparaison des trois dilueurs avec jaune d'œuf 
amene 1 une conclusion identique. 
Par contre le jaune d'œuf permet une amélioration du pouvoir fecondant apres congé- 
lation, quel que soit le dilueur auquel il est ajoute. Cet effet favorable est tres net pour la 
dilution 111 (P < 0,Ol) et persiste pour la dilution 1/3 (P < 0.05). excepte pour le dilueur 
MBSA (e la limite de la signification). Cependant, a la dilution 1/9. le jaune d'œuf n'ameliore 
jamais le pouvoir fecondant. On remarque, d'autre part, que l'augmentation des pourcen- 
tages de fécondation s'accompagne d'une importante reduction de la variabilite des ré- 
sultats, en particulier pour la dilution 1/3, qui donne toujours les meilleurs resultats 
(P < 0.05). B l'exception des dilueurs MBSAW et MB,W pour lesquels a la  dilution 111 
les pourcentages de fecondation sont equivalents. 
0 INFLUENCE DU DILUEUR DE CONGELATION AVANT ET APRES CONGELATION 
Dans les rbsultats précédents, six combinaisons (dilueurs-dilutions) donnent de bons 
resultats et ne peuvent etre differenciees. Chacune de ces combinaisons a ete de nouveau 
testée, aprbs et avant congelation (en observant dans ce dernier cas une duree d'equi- 
libration d'une minute). La difference observee (fig. 3) entre les pourcentages de fe- 
condation avant et aprks congelation est significative (P € 0.05). On constate egalement 
(fig. 3) que, avant congelation, quels que soient le dilueur et la dilution, les pourcentages 
de f6condatlon ne different pas de ceux obtenus avec le sperme pur *. Les resuitats obtenus, 
* Un test dquivalent realis6 par ailleurs a montre qu'apr8.s 1 mn d'Bquilibration (dblai suparieur d celui 
qui prdcbde le debut de la proc6dure d e  cong15lationJ. le sperme dilue dans du DMSO seul (i3 5 et 10%) 
(vol. DMSOlvol. sperme) sarde un pouvoir fbcondant non diffdrent du sperme pur, mbme pour une dilution 
d'insbsination de lW. 
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Figure 2 : Comparaison des pourcentages de fécondation obtenus aprits congélation dans 
les dilueurs Ml MBSA, MB, avec ou sans jaune d'œuf (W) pour 3 taux de 
dilution du sperme; 
Les écarts représentés correspondent aux limites inférieures et aux limites 
supdrieures observées : 
Les pourcentages de fécondation obtenus pour les témoins sont tous élevés 
et conduisent à une référence homogène (88,8 yo en moyenne ; LI = 75 yo et 
LS e: 98,4 Yo). 
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Figure 3 : Influence des dilueurs de congelation et du taux de dilution sur le pouvoir 
fecondant du sperme avant et apres congelation. 
Les écarts représentés correspondent a l'intervalle de confiance de la moyenne 
au risque 5 yo pour 4 répetitions (* 2 repetitions seulement). 
apres congélation confirment que I'addition de BSA ou de 6,. en plus du jaune d'oeuf. 
au dilueur de Mounib, n'améliore pas le pouvoir fecondant du sperme. L'addition de BSA 
seule au Mounib semble egalement avoir un effet favorable sur le pouvoir fecondant, ce- 
pendant, si l'on tient compte des resultats precédents (fig. 2), cet effet reste moins evident 
que celui du jaune d'ceuf. D'autre part, la dilution 1/3 s'avere. en definitive, plus efficace 
que la dilution 111 (P < 0,001). 
3) Effet du taux de dilution du sperme lors de l'insemination artificielle 
Deux dilutions d'insémination 10" et lo-? ont eté testées avec du sperme frais et 
congele pour trois dilueurs de congelation : M. MBSA et MW. 
Les pourcentages moyens de fécondation obtenus (fig. 4) montrent qu'avec du 
sperme congelé dans les trois dilueurs (M, MBSA. MW). I'insemination pour une dilution 
de (avec le DIA) presente toujours des resultats très superieurs a ceux obtenus pour 
une dilution de lo5 (P < 0,001). Quel que soit le dilueur de congélation utilise, I'ecart 
entre les pourcentages de fécondation observés pour les deux dilutions d'insémination reste 
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sensiblement constant, de l'ordre de 50 yo. alors que cet ecart n'est que de 15 yo pour 
les temoins non congeles. Les resultats obtenus confirment par ailleurs la superiorite du 
VW sur les autres dilueurs. 
I 100 -I 5 
Témoin M MBSA MW 
dilution bloo 
u '/IO00 du sperme 
Figure 4 : Influence de la dilution du sperme lors de l'insémination sur le pouvoir fe- 
condant du sperme frais (temoin) et du sperme congele dans les dilueurs M, 
MBSA, MW. 
4) Influence de la vitesse de congelation 
Les pellets de sperme congelé ont éte, soit laisses sur la carboglace. soit immerges 
aprbs congelation dans l'azote liquide pendant quelques heures. Ils sont laisses à fondre 
lors de I'insemination dans du DIA 532 utilise A quatre temperatures (10. 15. 20 et 25°C). 
Le récipient dans lequel a eté réalisée I'insemination. ainsi que les œufs, etant a tempe- 
rature ambiante (lO°C), la temperature initiale du DIA (15: 20. 25" C) ne se maintient 
que peu de temps: l'effet propre de la temperature du DIA sur les gametes a cependant 
et6 teste par un temoin non congele. Cette experience a ete repetee avec deux dilueurs 


























Figure 5 : Influence de la vitesse de congelation sur la motilite des spermatozoïdes 
apres dkcongelation. 
La congelation est realisee en paillettes dans les vapeurs d'azote liquide : 
la motilite du sperme frais est de 3. 
La figure 6 montre que le pouvoir fecondant du sperme a une evolution identique 
en fonction de l'accroissement de la temperature de degel pour les deux dilueurs utilisks, 
et que le passage des pellets dans l'azote liquide n'affecte pas les resultats obtenus. 
Mounib (Iji 





Mounib (i31 + jaune d'auf  
sol I I I I .c so 1-5:
IO IS 20 25 lo 15 20 25 
3- Caw16 aur Curboplam -.&. Congeli sur Carbgloce puis Amte + Témoin 
non s o q r l i  J - .  .. 
Figure 6 : Influence de la temperature de décongelation des pellets sur le  pouvolr 
fécondant. 
i 
. . _- --__ 
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La différence observee entre congele et temoin pour la temperature de degel de 
10" C est tres significative (P < 0,01) lorsque le sperme est dilue dans le dilueur M, mais 
est moins importante (P < 0,05) lorsque MW est utilise, ce qui accredite encore l'effet 
favorable du jaune d'œuf. On constate d'autre part que, lorsque la température du DIA 
augmente, le pouvoir fecondant du sperme congele s'ameliore et rejoint le niveau des 
temoins qui reste stable. 
Tableau 7 : Influence de la congelation et de la temperature de decongélation des pellets 








92.3 94.6 953 93.5 1 88.8 I 95.1 1 89.8 1 98.6 
Tableau 8 : Mortalite pendant la resorption vitelline d'alevins issus d'ovules fecondes 
par du sperme frais et congelè. 
I Nombre d'alevins au départ 
Nombre de morts I Mortalit6 en pourcentage 
SPERME No 1 
Témoin Congele 
879 1 820 
52 
6.8 o 1 6.3 
SPERME No 2 *  
Tèmoin Congele 
713 1 847 
38 
4.4 32 I 4.4 
+ Les deux spermes sont test& sur un même pool d'ovules. 
5) Influence de la congelation sur la mortalite embryonnaire et pendant la re- 
sorption vitelline 
Le tableau 7 montre que ni la temperature finale de stockage des pellets (79 ou 
19SOC). ni la temperature observee pour la mise en présence des gametes, n'influencent 
le pourcentage d'eclosion. II apparait donc que la congelation n'augmente pas la pro- 
portion des avortements tardifs pendant la periode embryonnaire ou lors de I'éclosion. 
Le tableau 8 montre que la mortalite durant la periode de resorption vitelline s'est averee 
faible et peu variable, que les alevins soient issus de sperme frais ou congele. Auwn 
pic @e mortalite et aucune malformation particuliere n'ont ete observes. 
6) Variation intersperme dans l'aptitude a la congelation et la conservation 
l'etat congelé 
Dans cette experience realisee en fin de periode de spermiation (mi-fevrier). les 
spermes de 9 miles et un pool constitue par melange de ces 9 spermes (avec participation 
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egale de chaque sperme), ont ete utilises. Le pouvoir fecondant a éte teste avant conge- 
lation, avec ou sans dilution dans le dilueur de congélation. Apres congelation, quatre 
series de pellets ont et4 stockées dans les conditions suivantes : 
- serie 1 : stockage de quelques heures sur carboglace: 
- siries 2. 3 et 4 : stockage de quelques heures, une semaine et six mois (res- 
pectivement) dans l'azote liquide. 
Un mgme pool d'ovules a ete utilise pour I'insemination avec les series 1 et 2 e: 
le sperme non congele. Pour la serie 3. la qualits du pool d'ovules utilise a et6 evaluee 
avec un nouveau pool de sporme frais. Pour Ia serie 4, les ovules ont ete obtenus (en aoW 
a partir de femelles placbes en photoperiode decroissante (16 L - 8  L) depuis 4 mois et 
un temoin a egalement ete realise avec le sperme Frais d'un mâle place dans les mëmes 
conditions de photop6riode. 
Les résultats obtenus ont révele que les differences individuelles observees entre les 
9 mâles sont faibles (P € 0.1) quels que soient le type et la duree de stockage utilises 
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Figure 7 : Aptitude à la congelation et  H la conservation à l'etat congsle du sperme 
de 9 meles et du pool de cas sparmes en fin de pbriode de spermiation. 
Les ecarts representes correspondent aux limites infbrieures et supirieures 
observees : 
Les Mmoins de reference (sperme non dilue, non congele), sont les suivants : 
en 1 : pour le pool : 40,7 (LI = 36.5, LS = 42.9 %) 
en 2 : 66,7 yo (LI = 86,8, LS = 90,6 o/o) 
en 3 : 9,l yo (LI = 8,3. LS = 10%). 
pour la moyenns des males : 49,6 % (LI = 433, LS = 54,8 YO) 
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celui des differents mäles avant congelation, son pouvoir fecondant s'avere superieur a 
celui du meilleur mäle pour les series 1. 3 et 4 de congelation (respectivement : P < 0.05, 
P < 0,001, P < 0,05) ; pour la serie A, il est equivalent au meilleur des males. mais reste 
superieur a chacun des autres mãles (P < 0.01). 
II apparait d'autre part que les pourcentages de fecondation obtenus apres simple 
dilution des spermes (sans congelation) ne sont pas differents de ceux obtenus avec le 
sperme pur. II se confirme donc que le dilueur MW (1/3) est sans effet sur le pouvoir 
fecondant du sperme non congele. La figure 5 montre egalement que la congelation et le 
stockage quelques heures sur carboglace diminuent le pouvoir fecondant de maniere 
significative (P < 0,001) pour l'ensemble des 9 mãles, le pool restant neanmoins au niveau 
de son temoin. Le passage des pellets dans l'azote liquide provoque une nouvelle baisse 
du pouvoir fecondant. Cependant, cette derniere observation qui apparait en contradiction 
avec les resultats precedents, doit ëtre consideree comme un artefact consecutif a une 
congelation tardive (apres prelevement du sperme) des pellets de la serie 2. La figure 7 
montre d'autre part que le pouvoir fecondant ne diminue pas apres une duree de stockage 
de 6 mois, aussi bien pour le pool que pour l'ensemble des 9 mäles. 
7) Influence de la concentration du sperme en spermatozoïdes 
La concentration en spermatozoïdes a et6 determinee sur les spermes de 10 mäles. 
Leur pouvoir fecondant a ête teste apres congelation et stockage quelques heures sur 
carbog lace. 
La figure 8 montre que, pour des concentrations en spermatozoïdes voisines, le 
pouvoir fecondant du sperme accuse apres congelation de tres importantes variations. Mal- 
gre le nombre restreint d'observations. il apparait donc que la concentration en sperma- 
tozoïdes ne peut ëtre consideree comme un parametre d'evaluation a priori du pouvoir 
fecondant du sperme congele. 
8) Relation entre motilite et pouvoir fecondant du sperme au degel 
La motilite des spermatozoïdes lors de la décongelation a ete systematiquement 
evaluee au cours de tous les tests de fecondation. La figure 9 rassemble les resultats dc 
ces évaluations et des tests de fecondation. II apparait que le pourcentage de fecondation 
croit avec la motilite, cet accroissement etant particulierement marque dans la zone de 
motilite .I 1 - (P < 0.05). Ces resultats montrent en outre que des taux de fecondation 
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Figure 8 : Relation entre la concentration en spermatozoïdes du sperme congele et ron  
Figure 9 : Relation entre motilite et pouvoir fecondant des spermatozoïdes aprbs dB- 
pouvoir fécondant. 
congélation. 
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N. DISCUSSION 
Les resultats obtenus montrent que la cryoconservation du sperme de Truite 
arc-en-ciel est possible, au moins à moyen terme (quelques mois) : plusieurs dilueurs ont 
donne des resultats satisfaisants et une technique de congelation-decongelation-inséminatifln 
a pu ëtre établie. 
La recherche s'est limitee a comparer et a ameliorer deux dilueyrs anterieuremen1 
utilises avec des succes partiels : les dilueurs de Mounib (MOUNIB, 1978) et MENEZ0 B, 
(BILLARD, 1979). Le dilueur de Mounib, caracterise par la presence de bicarbonate de 
potassium et de sucrose, se revele incontestablement suFerieur au milieu Menezo. ct 
l'addition de jaune d'œuf en ameliore les performances. Le milieu Moun'b. additionne de 
10% de jaune d'œuf et de 10% de DMSO, a donc été retenu et les conditions d'utilisation 
sont les suivantes : 
- dilution du sperme l/3, vitesse de congelation en paillettes comprise dans une 
gamme de IO à 40° C/mn (ou même 1 à 60" Clmn). decongelation rapide en une dizaine de 
secondes (Jans le dilcleur d'insemination et directement en presenco des oviiles lorsque le 
sperme est congelé sous forme de pellets). 
Les spermatozoïdes subissent incontestablement des alterations et le nombre de 
spermatozoides cryopreserves 21 mettre en ceuvre lors de I'insemination artificielle doit être 
augmenté (facteur 10) pour egaler les pourcentages de fecondation obtrntis avec le 
sperme frais. Les spermatozoïdes fecondants conduisent neanmoins a un dkveloppement 
embryonnaire et post-embryonnaire normal. L'aptitude du sperme a Etre conqele vario 
légerement d'un mele à l'autre et la mise en pool ?es spermes de plusiezrs malos conduit 
5 un meilleur taux de fecondation que l'ensemble des va!eurs individuelles cn fin de 
periode de spermiation. 
Un certain nombre de ces points a>pellent discussion. 
- La mise au point d'un dilueur de congelation : 
L'addition de jaune d'œuf et a un moindre dLgré de BSA ali milieu de Mounib 
ameliore ses performances, montrant que le bicarbonate de potassium et le sucrose ne 
garantissent que partiellement une bonne survie des spermatozoïdes. L'action favorable 
de comsoses organiques comme le jaune d'œtif pourrait ëtre liée a un effet protectelu 
sur les membranes des spermatozoïdes au niveau desquelles i l  se fixerait de facon 
reversible (WATSON, 1975). 
Les performances moins bonnes du milieu Menezo. bien que beaucoup plus complet. 
semblent devoir titre attribuees, pour une part au moins, à un taux de potassium insuf- 
fisant. ce qui entraine une motilité des spermatozoides conduisant à un épuisement nre- 
maturé. Comme le chlorure de potassium IKCI) (SCHI.ENK et KAHMANN. 1937 : BILLARD. 
1975). le bicarbonate de potsssium (K,COJ a un effet inhibiteur rie la mntilitê lSTOSS 
et al.. 1977) et rend compte de I'immobilitti des spermatozoïdes dan-. le diluetir M o W b  
Bien que STOSS et al. (1977) observent des moMcations morpholoqiqiies des sperma- 
tozoïdes en mesence de carbonates, i l  ne semble pas quo le dilueur lui-m6-e ait un pff?! 
toxique. TRUSCOl l  et al. (1958) signalent d'autre rart la nature toxioue du DMSO sur IP 
soerme pur. mals de même qie ERDAHL et a/. (1978). nous n'avom pas re'rouve cp tk  
toxicité. de sorte qve la baisse de fécondance du sperme crvopréserve est b+n h e  5 la 
congélation elle-mAms et ne s'additionne pas d'un effet deletere initial du dit:wr.  Cette 
bnisse de fécondance peut &re compensée. au moins partiellPmmt ra r  une r4dic+in- 
r l i c  taux de dilution du sperme l'insémination (lo'* ali lieu fle lO'% le taux limite de 
dilution avec du sperme frais etant généralement de 10" et quelouafois de loi' avec dos 
spermes de qualite ercspt'onnelle. L'associa!ion 'milieu Mounib-iaune d'œuf-DMSO n- 
conserve donc pas lnt6nra"nent les performances dir soerme frais pt resfe rerfec'ible 
Dans ce sens. on a pu remarouer que l'effet favovable du i aum d'=:if s'att8nue lo:soun 
sa concentration et celle du DMSO augmentent: r2pendant. flans notrr étiid-. la con- 
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tanement, l'influence de ces parametres ne peut ëtre dissociee. II pourrait donc être bene- 
fique de rechercher le rapport optimum en jaune d'œuf et en DMSO pour la dilution 1/3 
qui s'avere la plus favorable. 
- OBfinition des vitesses de congelation et de decongelation : 
La methode de congelation en pellets, au sein desquels la vitesse de congelation 
n'est pas uniforme (LIGTHFOOT et al., 1969) ne se prête pas a I'etude de ce parameìre. 
Son influence a donc ete evaluee avec la methode de congélahn en paillettes dont le 
faible diametre ne permet pas I'etablissement d'un gradient de temperature. Dans ce 
dernier cas, le sperme au degel presente une importante motilite pour des vitesses de 
ccngblation comprises entre 1 et 60° C/mn : par contre, des vitesses de congelaCon 
plus elevees sont defavorables : ERDAHL et GRAHAM (1978) indiquent cependant de bons 
resultats pour une vitesse de 80" C/mn. Cette observation basee seulement sur la motilite 
demande a être confirmee en se rèferant au pouvoir fecondant. 
Nous avons pu montrer de façon plus sensible l'importance do la vitesse de de- 
congelation sur la survie des spermatozoïdes. L'accroissement de la tmperature de de- 
congélation a en effet permis d'ameliorer le pouvoir fecondant du sperme congele et 
d'atteindre celui du contrôle. La stabilite du pouvoir fecondant du temoin (quelle que soit 
la temperature du DIA) montre d'une part que I'amelioration du pouvoir fecondant di1 
sperme congele est bien due a un accroissement de la vitesse de d4congelation e!. 
d'autre part, que l'utilisation de DIA a temperature blevee en debut d'insemination n'affect2 
ni les spermatozoïdes. ni les ovules. Ce dernier point s'explique par le fait que la tempb- 
rature ambiante, les ovules et la boite d'insemination artificielle etant a 10" C, la tem?& 
rature du DIA ne se maintient pas a son niveau initial et chute ra.xlement. BILLARD et 
GILLET (1975) n'observent en effet une influence defavorable sur  les pourcentages de fe- 
condations que lorsque les gametes sont maintenus plusieurs mimtes b des temperatures 
elevees. L'influence favorable d'un dégel rapide est un phenomene deja decrit en cryo- 
biologie: il permet en effet de limiter les remaniements cristallins qui peuvent endom- 
mager gravement les cellules lorsque la vitesse de decongélation est faib!e (MAZUR, 1977). 
ainsi que le temps d'action des solutions hypertoniques qui apparaissent vers - 30" C 
(BILLARD et DUPONT, 1975). 
- Le Probleme de la durée de stockage du sperme congele : 
Le sperme congelé supporte sans dommage le passage de - 79" C a - 196' C et 
les pellets ont donc ete stockes dans l'azote liquide. Dans la plupart des experiences, la 
duree de stockage n'a pas excede une semaine et, lors de I'insemination realisee apres 
6 mois, la mediocre qualité des ovules limite la portee des conclusions quant B la 
possibilite de conserver le sperme sur une periode prolongee : cependant, MOUNIB (1978) 
et STOSS (1978) font etat de conservation de plusieurs mois et même d'une annee. 
- Variation' de I'aptitude du sperme a la congfilation : 
Si l'aptitude du sperme a la congelation varie peu au sein d'un même groupe de 
males. elle evolue cependant au cours de la pbriode de spermiation. En effet. en debut dc 
spermiation (décembre) les taux de fecondation enregistres avec du sperme conge!é ( i n 5  
viduellement) etaient de l'ordre de 50 a 60 %. alors qu'a la mi-fevrie: le mzximm cbìervd 
ctait de 28%. 
Des 'diminutions de la motilite et de I'aptitude a la congelation ont deja ete rap- 
portees chez la Truite (BILLARD et BRETON. 1976) et le Bar (BILLARD et al. 1977). et 
ont &te reliées A des phénomènes de vieillissement du sperme. En fin de période de 
spermiation, CHEMAYEL (1975) observe un appauvrissement du spectre enzymstique chez 
la Truite. Ces phbomsnes de vieillissement pourraient expliquer l'effet Favorable du 
mélange des spermes, si l'on adm2t que la faible aptitude B la congelation du sperme 
de chacun des males resulte de modifications diffkrentes. Les spermatozoïdes et les 
liquides seminaux pourraient avoir vieillis = de façon heterogene, de telle sorte que 
certains liquides séminaux auraient conssrve un pouvoir p:otecteur dont viendraient 
i 
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beneficier les spermatoroides moins alteres d'autres spermes. dotes d'un enwonnement 
minéral ou organique moins favorable pour assurer leur resistance a la congelation. 
Une telle hypothese ne doit pas totalement surprendre si l'on sait qu'un effet favorable 
du &ange des spermes de taureaux de souches genetiques differentes a deja éte 
observe apres congelation (CORTEEL. communication personnelle). Le Probleme de la 
qualité du sperme se trouve ainsi pose, de mëme que celui de criteres d'appreciation de 
l'aptitude a la congelation. Nous avons vu que la concentration en spermatozoïdes du 
sperme ne peut pas constituer un critere solide. Par contre, la motilite apres deconge- 
lation (fig. 9) donne une idee grossiere du succes escompte en pouvoir fecondant. ce 
qui rejoint les observations de TRUSCOll  et al. (1968) qui constataient que les spermes 
les plus motiles etaient invariablement les plus fertiles. Pour disposer d'un critere plus 
precis, il semble. d'apres les donnees precedentes, que la recherche doive s'orienter vers 
l'analyse des constituants ioniques ou organiques du liquide seminal, tels que les proteines 
ou I'equipement enzymatique. 
- Generalisation de la technique de congelation i d'autres especes : 
Des essais d'application de la technique de congelation au sperme de Carpe. de 
Brochet et d'une espece marine, le Marbre, (L. Mormyrus), ont donne des resultats en- 
courageants (LEGENDRE, non publie). II apparait cependant que, si des analogies existent 
entre les reactions presentees par chaque type de sperme en fonction de la nature du 
jilueur. des differences sont aussi observees. On constate en effet que le sucrose seul, 
ou en association avec d'autres composants, permet toujours une bonne survie des sper- 
matozoïdes pour les quatre especes abordees et que le dilueur Mounib peut dtre utilise 
avec succes chez la Truite, la Carpe et le Brochet. Pourtant il  semble que le sucrose 
n'agisse pas toujours de maniere identique, puisque avant congelation il immobilise les 
spermatozoïdes chez les especes d'eau douce, alors que. chez le Marbre, une solution de 
sucrose induit la motilite au mdme titre que l'eau de mer. Chez la Carpe, son utilisation 
conduit parfois a une agglutination des spermatozoides apres degel. D'autre part, le DCSB,. 
efficace pour le sperme de Bar (DUPONT, 1976). n'autorise pas une protection satisfaisante 
chez le Marbre. 
II s'avere donc qu'une etude specifiqua des composants mineraux et organiques 
nécessaires pour preserver les spermatozoïdes durant la congelation doit etre menee pour 
chaque espece Btudiee. 
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Une serie dexperiences a ete conduite pour la mise au point dune technique de 
cryoconservation du sperme chez la truite arc-en-ciel. 
Le dilueur de congelation de Mounib (1978). additionne de 10 de jaune d'oeuf et 
de 10% de DMSO, a eté retenu et les conditions d'utilisation qui autorisent la meilleure 
conservation du pouvoir fbcondant sont les suivantes : congélation en pellets de 1 0 0 ~ 1  ou 
en paillettes de 250p1 pour un abaissement de temperature de 10 à 40°C/minute. de- 
congelation rapide en une dizaine de secondes. Cependant les spermatozoïdes subissent 
incontestablement des dommages durant le processus de congelation et leur nombre lors 
de l'insémination doit &re augment& pour egaler les pourcentages de Fecondation obtenus 
avec le sperme Frais : neanmoins. les spermatozoides fecondants conduisent a un dévelop. 
pement embryonnaire et post-embryonnaire normal. 
- 31 - 
Une baisse de l'aptitude a la congelation a et& constatee en fin de Periode de 
spermiation ; celle-ci a éte reliee a des phenomenes de vieillissement du s2erme et peut etre 
compensee par la mise en pool des spermes de plusieurs mlles. Nous avons constate 
d'autre part qu'apres decongelation tes spermes les plus motiles sont les plus fecondants. 
condants. 
SUMM4RY 
This paper reports a series of experiments conducted to improve a procedure of 
sperm cryopreservation in rainbow trout. 
The Mounib's medium (1978), to which was added 10% egg yolk and 10% DMSO, 
was chosen and :he best preservation of the fertilizing ability was obtained under the 
following conditions : dilution ratio 113, freezing in pellets (100 18.1) or in straws (250 pl) 
with a freezing rate of 10 to 40" C/min, quick thawing (in 10 s.), However, the sperma- 
tozoa were undoubtly damaged during the freezing procedure and their number at the 
moment of insemination had to be raised to approximate the same fertilization rate as that 
of the non frozen sperm: nevertheless. the fertilizing spermatozoa lead to a normal em- 
bryonic and post-embroyonic development. 
A decrease in the freezing ability was observed at the end of the period of sper- 
miation : this ,may be put in relation with sperm ageing and can be compensated for by 
pooling the semen of several males. It was also observed that after thawing the most 
motile sperm exhibited the highest fertilization rate. 
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